OZET

Pseudomonas aeruginosa (PAO1) Susunun Degisik Is1 ve Degisik Ureme
Fazlarinda Housekeeping Gen Anlatinu Diizeyleri

P. aeruginosa PAO1 standart kokeninin ve dort ayr1 hastaneden elde
edilmis dort P. aeruginosa klinik kokeninin 8 housekeeping geni 37 ve 42
derecelerde Brain-Heart Infusion, Mueller-Hinton ve Tryptic Soy Broth sivi
besi yerlerinde ve ayrica dort degisik NaCl yogunlugunda mRNA anlatimlar:
acisindan gercek zamanhh PZR deneyi ile olciilldii. Amac¢ degisen kosullara
karsin anlatimn en istikrarh genleri secmek ve mRNA anlatimlar1 acisindan
bagil nicelik kiyaslamasi yapmay1 hedefleyen gelecek calismalarda bu istikrarh
genlerin gercek zamanhh PZR deneylerinde i¢ kontrol olarak kullamimim
onermektir.

Bu amacla PAO1 genomundan Oligo 5.0 programm yardimm ile proC,
JabD, rpoD, rpoS, oprB, rodA, rpoB ve fonksiyonu bilinmeyen gen x1 secilerek
bunlar1 hedef alan primer dizileri belirlendi. Total RNA izolasyonu asit-fenol
guanidine metodu ile izole edilip Random Hexamer Primerleri aracihig ile
¢DNA ya cevrildi. Deneyler 57°C derece annealing 1s1s1 kullamlarak ve SYBR
Gren I boyasimin 1s1ma miktarlari 84°C da oOlciilerek yapildi. Deneylerde elde
edilen “Crossing Point” degerleri Bestkeeper ve NCSS programlar: aracilig ile
istikrarlhilik ve birbirleri ile uyum acisindan degerlendirildi.

proC ve rpoD genleri hem PA(01 standart koken icin hem de dort klinik
izolat icin en istikrarh ve birbirleri ile uyumlu genler olarak bulundu. Bu
genlerin P. aeruginosa ile yapilacak bagil nicel kiyaslama amaclayan gercek

zamanh PZR deneylerinde i¢ kontrol olarak kullamlmalar: onerildi.

Anahtar kelimeler: P.aeruginosa, ic kontrol, Housekeeping gen, mRNA, Gercek
zamanh PZR



ABSTRACT
Expression stability of housekeeping genes of P. aeruginosa (PA01) at various
temperature and growth stages

Expression stability of 8 Housekeeping genes of P. aeruginosa PAO1 and of
four other clinical strains of P. aeruginosa isolated in four different hospitals were
studied with real time PCR methodology after incubating these strains in 37 and 42
degrees centigrade in Brain-Heart Infusion, Mueller-Hinton and Tryptic Soy broth
media and additionally in broth media with different NaCl concentrations. This study
aimed to find most stable genes to be used in future studies as internal controls for
relative quantification of mRNA expressions of genes in P. aeruginosa.

For this purpose, primers were designed by the aid of Oligo 5.0 for proC,
fabD, rpoD, rpoS, oprB, rodA, rpoB and an unknown porin like gene x1 of the
genome of PAO1. Total RNA from strains was isolated by the acid-phenol guanidine
method and transcribed to cDNA by Random Hexamer Primers. PCR cycles were
accomplished by an annealing temperature of 57°C and the readings for SYBR Green
I dye were at 84°C. Crossing points were evaluated for stability and correlation to
each other by the softwares Bestkeeper and NCSS.

Both in PAO1 and in clinical strains proC and rpoD genes were the most
stable genes. This study suggested using these genes as the internal control of

relative quantifications of genes in P. aeruginosa by real-time PCR method.

Key words: P. aeruginosa, Internal control, Housekeeping gene, mRNA, Real-time

PCR
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4. AMAC ve KAPSAM

mRNA anlatimi1 hiicre fonksiyonlarinin 6nemli bir parcasidir. Protein sentezinin
temelini teskil eder. Genetik kod ile protein sentezi arasinda koprii gorevi goriir.
Genetik kodlarin ¢oziildiigii giiniimiizde genlerin fonksiyonlarinin aragtirilmasinda
da Onemli bir asamay1 olusturur (Zamorano et al. 1996). mRNA anlatimlarinin
calisilmasi gen fonksiyonlarini ortaya ¢ikarmak i¢in 6nemlidir. Bu alanda bugiin i¢in
en duyarli ve en kolay yontem nicel Ger¢cek zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(RT-PZR)’dur (Pfaffl MW., 2001). Nicel RT- PZR bagil deger veya mutlak deger
icin calislabilir. Genlerin fonksiyonunu arastirmak i¢in calisilan bagil niceliktir. Bu
da iki ya da daha ¢ok Ornegin belli genlerinin birbirlerine gore farkliliklarini ifade
eder (Bustin, 2000). Ornegin tedavi oncesi ile tedavi sonrasi ya da tedavi edilen ile
tedavi edilmeyen gibi. Boylece tedavinin gen anlatimi {izerine olan etkisi arastirilir.
Bagil nicel deger calismalarinda degisen kosullara karsin anlatimi degismeyen genler
i¢ kontrol olarak kullanilir. Bu genlere cogu kez housekeeping (HK) genler denir.
Her seye karsin HK genlerin degisen kosullardaki anlatim diizeyleri farkliliklar
gosterebilmektedir. Bunun icin degisen kosullarda en istikrarli HK genlerin tespit

edilmesi bagil nicelik ¢alismalarinda biiyiik 6nem tagimaktadir.

Degisen kosullara karsin istikrarli kalabilen genler i¢ kontrol olarak
kullanildiginda A 6rneginde toplam mRNA miktar: ile B 6rneginde toplam mRNA
miktart kiyaslanabilir ve dolayist ile de A Orneginde yer alan toplam mRNA
icerisinde aradigimiz gen miktar1 B orneginde bulunan toplam mRNA icerisinde ki
ayni gen miktari ile karsilastirilabilir olur. Bu da izolasyon, cDNA elde edilmesi ve
ornek koyulmasi asamalarinda ki deney ortamindan kaynaklanan farkliliklar1 en aza

indirerek gercek oranlar1 kiyaslamamizi olanakli kilar.

Bu calismanin amaci, P. aeruginosa (PAO1) susunun degisik 1s1 ve degisik
tireme fazlarinda se¢ilmis HK gen anlatimi diizeylerini dlcerek hangi genlerin daha

istikrarlt oldugunu arastirmaktir.



5. GENEL BILGILER

5.1. Pseudomonas

Pseudomonas’ lar toprakta, ciirliyen organik maddelerde, bitkilerde ve suda
yasayan mikroorganizmalardir (Acharya and Paterson, 2005). Ayrica hastane
cevresinde; nemli ortamlarda, yiyeceklerde, kesilmis c¢iceklerde, lavabo, tuvalet,
solunum ve diyaliz cihazlarinda ve hatta dezenfektanlarda yasayabilirler . Besin
ihtiyaglarinin basit olmasi nedeniyle her yerde kolaylikla iireyebilirler. Yatan hastalar
ve bagisiklik sistemi zayif kisiler haric, normal florada kalici tasiyicilik riski
diisiiktiir. Bu enfeksiyonlarda mortalitenin yiiksekligi, konak direncinin azalmasina,
etkenin antibiyotiklere kars1 direncine ve bakteriye ait enzim ve toksinlere baglidir.
Karbon ve nitrojen kaynagi olarak pek cok organik maddeyi (glukoz, riboz ve
glukonat gibi birka¢ karbonhidrati) kullanirlar ve bazi tiirler eser miktarda besin
kullanarak suda bile yasar. Pseudomonas tiirleri, virulansim artiran pek cok toksin,
yapisal eleman ve enzime sahiptir. Bu da onlara pek cok antibiyotige kars1 direng
kazandirir. Pseudomonas ve 1ilgili mikroorganizmalar bitkilerin, hayvanlarin ve
insanlarin firsat¢1 patojenleridir. Ozellikle insanlarda enfeksiyonlara yol acan firsatci
tiirler; Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida,
Burkholderia cepacia, Pseudomonas stutzeri, Stenotrophomonas maltophila ve
Pseudomonas putrefaciens’tir. Sadece Burkholderia mallei ve Burkholderia
pseudomallei insanlarda spesifik hastalik olusturur. Klinik olarak en 6nemli olan
bakteri Pseudomonas aeruginosa’dir. Aym zamanda en iyi karakterize edilen

Pseudomonas’tir.

P. aeruginosa nemli ortamlarda rahatca yasayabilmesi ve serbest yasayan

bakteri olmasi nedeniyle de dnem tasimaktadir (Venezia et al. 2005).

5.2. Fizyolojisi ve Yapisi
P. aeruginosa, kiiciik bazen ikiserli, bazen zincir olusturacak gibi fakat
cogu kez tek tek goriilen sporsuz, uclarindaki tek, nadiren 2-3 adet kirpikleri ile ¢cok
hareketli, diiz yaygin koloni (0.5-1.0 x 1.5-5.0um) olusturan gram negatif basillerdir.
Her besi yerinde (McConkey dahil) iirerler. Optimal 37°C’ de fakat ayni zamanda
oda derecesinde ve 42°C’ de de iireyebilirler ve sporsuzdurlar. Bazilar1 hiicre disina

alginat salgiladiklar1 icin mukoid koloniler yaparlar. % 5 koyun kanli agarda



kolonileri basik, uglar tiiylenmis gibi veya R koloni bi¢iminde olup beta hemoliz
yaparlar. Kiiltiirlerinde tatlimsi, aromatik meyve, olgun iliziim ya da trimetilamin
kokusuna benzer bir 6zel koku olustururlar. P. aeruginosa kokenlerinin ¢cogu mavi
yesil bir hiicre dis1 pigment olan piyosiyanin yaparak iiredikleri ortami bu renklere
boyarlar. Bu pigment yalniz aerop ortamda olusur. Bu pigmenti bagka hi¢bir bakteri
olusturmadigindan, goriilmesinin tanida onemi biiyiiktiir. Piyosiyanin kloroformda
erir. P. aeruginosa’nin bazi kokenleri baska pigmentler de olusturabilirler. Bunlar
pyoverdin (veya fluorescein) wood 1s1ginda yesil floresans verir. Pyorubin kirmizi
renkte ve pyomelanin kahverengi pigmentlerdir. Varliklar1 halinde pyosiyanini
maskeleyebilirler. Az sayidaki kokenleri pigment olusturmazlar. Bunlarin tanisinda
42°C * de iireme, arginini hidroliz etme, hareketli olma ve O-F (oksidatif-fermentatif)
besi yerinde laktozu ve sukrozu pargalayarak asit olusturma ozellikleri onem tasir.
Kanli agarda beta hemolitik, karakteristik koloni goriinimii ve 06zgiil kokuyu
olusturan oksidaz olumlu, cok hareketli bakteriler P. aeruginosa igin kuvvetli
kuskulu koloniler sayilir. Diger biyolojik 6zelliklerinin arastirilmasit  ve
aminoglikozitlerle kolistin disindaki antibiyotiklerin ¢oguna dogal olarak direncli
olmalar1 P. aeruginosa tamisini kesinlestirir. Burkholderia mallei disindaki diger
Pseudomonaslar hareketlidir. Hareketlerini tek polar flagella aracilig: ile saglarlar.
Bazi suglar iki ya da ii¢ flagella tasir. Flagella 1siya hassas antijenler (H antijeni)
icerir. Bu antijenlere karsi olusan antikorlarla serolojik siniflama yapilmaktadir,
nonfermentatif, son elektron alicis1 olarak oksijeni kullanan bakterilerdir. Zorunlu
aeropturlar fakat alternatif elektron alicisi olarak nitrat veya arginini kullanarak
anaerop ireyebilirler. Sitokrom oksidaz varlig1 ile Enterobacteriaceae ailesinden
ayrilirlar. Bazi tiirler polisakkarit kapsiil yiliziinden mukoid koloni olustururlar ve
siklikla kistik fibrozisli hastalardan izole edilirler. Baz1 Pseudomonas tiirleri besi
yerine yayilan pigmentler (piyosiyanin [mavi], fuloressein [sar1], piyorubin [kirmizi-

kahverengi], piyomelanin[siyah] ) iiretirler (Brooks et al, 1998).



Tablo 1. Klinik 6nemi olan baz1 Pseudomonaslarm simiflandirilmasi

rRNA Homoloji Grup ve Subgrup

Cins ve Tiir Adlar

floresan veren grup

(rRNA groupI)

floresan vermeyen grup

(rRNA group 1)

rRNA group IT

rRNA group ITI

rRNA group IV

P. aeruginosa
P. fluorescens
P. putida

P. chlororaphis
. cichorii

. syringae

. viridiflava

T v

. flavescens

. alcaligenes

. pseudoalcaligenes
. stutzeri

. mendocina

. luteola

v v v v v

. oryzihabitans
Burkholderia pseudomallei
Burkholderia mallei
Burkholderia cepacia
Burkholderia picketti
Comamonas tiirleri
Acidovorax tiirleri

Brevundimonas tiirleri

rRNA group V Stenotrophomonas maltophilia

* Collier et al. Topley and Wilson’s, 9th edition; vol. 2, Systematic Bacteriology

5.3. Patogenez ve immunite
P. aeruginosa yapisal komponentler, toksinler ve enzimler gibi pek ¢ok virulans

faktoriine sahiptir.



5.3.1. Adhesinler
P. aeruginosa nin konak hiicrelere yapismasinda pilinin eslik ettigi ve etmedigi

adhesinler rol oynar. Pili epiteliyal hiicrelere baglanmada 6nemli rol oynar. Neisseria
gonorrhoeae ‘de de benzer bir yap1 bulunmustur. P. aeruginosa ayrica noraminidaz
tretir. Noraminidaz’in  gorevi pili reseptoriinden sialik asit  artiklarini

uzaklastirmaktir.

5.3.2. Polisakkarit Kapsiil
P. aeruginosa ¢ok fonksiyonlu bir kapsiile sahiptir. Ayni zamanda mukoid

eksopolisakkarid, aljinat tabaka veya glikokaliks de denir.

Polisakkarit tabaka bakterinin epitelyum hiicrelere ve trakeobronsiyal miisine
tutunmasin saglar. Kapsiil ayn1 zamanda organizmayi fagositozdan ve aminoglikosid
gibi antibiyotiklerin etkisinden de korur. Mukoid yapida ki bu polisakkaridin
tiretiminin diizenlenmesi karmasiktir. P. aeruginosa’nin mukoid formuyla uzun siire
kolonize olan kistik fibrozis ve kronik akciger enfeksiyonu olan hastalarda
polisakkarid olusumunu kontrol eden genler aktive olur. Mukoid suslar invitro olarak

vasatta iiretildiginde mukoid olmayan fenotip kazanirlar.

5.3.3. Endotoksin
Onemli bir hiicre duvar antijenidir. Endotoksinin Lipid A komponenti sepsis

sendromunun c¢esitli etkilerine sebep olur.

5.3.4. Piyosiyanin
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P. aeruginosa nin irettigi mavi pigment; oksijenin toksik formu olan
stiperoksid ve hidrojen peroksid iiretimini katalizler eder. Piyoselin (demir baglayan
siderofor) varliginda doku hasarina sebep olan daha toksik hidroksil radikalleri
tiretilir. Bu pigment ayrica inflamatuar cevabi uyarir. Bazi1 bakterilerin iiremesini

engelleyip P. aeruginosa 'nin kolonizasyonunu kolaylastirir.

5.3.5. Eksotoksin A
En Onemli virulans faktoriidiir. Bu toksin; Okaryotik hiicrelerde protein

sentezini durdurur. Bunu NAD’nin ADP-ribozil kismini elangasyon faktor 2 iizerine
transferi ile yapar. Sonucta olusan ADP-ribozil-EF-2 kompleksi protein sentezinde
inaktiftir (Vasil, Kabat and Iglewski, 1977). Daha c¢ok yamk yaralarinda

dermatonekroz olusumunda, okiiler enfeksiyonlarin kornea hasarinda, kronik akciger



enfeksiyonlarindaki doku hasarinda rol oynar. Toksin ayrica bagisiklik

baskilayicidir. Hiicre i¢indeki etki mekanizmasi difteri toksini ile benzerdir.

5.3.6. Eksoenzim Sve T

Eksoenzim S ve T ekstraselliiler toksinlerdir. Adenosin difosfat ribosiltransferaz
aktivitesine sahiptir. ADP-ribozun GTP baglayan bir protein iizerine naklini saglar.
Bununla beraber elongasyon faktor 2’ yi modifiye etmez (Coburn et al., 1989a,
1989b). Tip LI sekresyon sistemi tarafindan proteinler hedef Okaryotik hiicrelere
salindiginda 6zellikle epiteliyal hiicre hasart olusturur, bakteriyel yayilim kolaylasir,
doku invazyonu ve nekroz olusur. Bu sitotoksisite aktinin yeniden diizenlenmesi ile

olusur.

5.3.7. Elastaz

Iki enzim, Las A (serin proteaz) ve Las B (cinko metalloproteaz) elastini
parcalamak icin sinerjik olarak calisir. Bu da elastin igeren dokularda hasara ve
hemorejik lezyonlara (ecthyma gangrenosum) sebep olur. Bu enzimler ayn1 zamanda
komplement kompenentlerini pargalar, notrofil kemotaksisini ve fonksiyonunu
inhibe eder. Akut enfeksiyonlarda doku hasar1 ve bakteri yayilimina yol acar. Kronik
Pseudomonas enfeksiyonlari Las A ve Las B’ ye karsi antikor olusumu ile

karakterizedir (Ohman, Burns and Iglewski 1980).

5.3.8. Alkalin Proteaz
Dokunun bozulmasina ve bakterinin yayilimina sebep olur. Konagin bagisik

yanitina miidahale eder.

5.3.9. Fosfolipaz C

Lipid ve lesitinin yapisim bozarak dokunun pargalanmasini saglayan 1si-labil
hemolizindir (Esselmann and Liu 1961). Hemolizin iiretimi ve hastalik olusumu
arasinda onemli bir iligki olmasina ragmen bu enzimin solunum ve iiriner sistem

enfeksiyonundaki rolii agik degildir.

5.3.10. Rhamnolipid
Lesitin iceren dokular1 yaran i1si-dayanikli hemolizindir (Sierra, 1960). Aym

zamanda solunum yolundaki siliar aktivitenin baskilanmasindan sorumludur.



5.4. Antibiyotik Direnci
Pek cok antibiyotige karsi i¢sel direnci vardir. Tedavi sirasinda daha da fazla

diren¢ gelistirebilir. Pek ¢ok diren¢ mekanizmasi tanimlandig1 halde, en ilgin¢ olani
porin proteinlerinin mutasyonu sonucu meydana gelen direnctir. Pseudomonas
hiicrelerine antibiyotiklerin penetrasyonu dis membran porlarindan olur. Porlarin
ceperini olusturan proteinlerin degisimi ile kanaldan gecis kisitlanir ve pek ¢ok
antibiyotige diren¢ gelisir. Ayrica kromozoma bagimli veya edinilmis cesitli -
laktamazlarin iiretilmesi ile B-laktam antibiyotikleri ( penisilinler, sefalosporinler,
karbapenemler) etkisizlestirir (Murray et al. 2002). Ayrica Drug efflux pompasi
MexAB-OprM; p-laktam, kloramfenikol, florokinolonlar, makrolidler, novobiosin,
sulfonomidler, tetrasiklin, ve trimetoprim gibi antibiyotikler ile cesitli boya ve

deterjanlar1 da uzaklastirir (Livermore, 2002)

Tablo 2. P. aeruginosa’nin Antibiyotik Diren¢ Mekanizmalar:

Antibiyotik Direng Mekanizmast
B-laktam antibiyotikler B-laktam hidrolizi,
Diisiik permeabilite,

Penisilin baglayan proteinlerin degisimi
Aminoglikozidler Adenilasyon, asetilasyon, veya fosforilasyon ile

enzimatik hidroliz,

Diisiik permeabilite,

Ribozomal hedefin degisimi

Kloramfenikol Asetiltransferaz ile enzimatik hidroliz,
Diisiik permeabilite
Florokinolonlar Diisiik permeabilite,

Hedefin degismesi (DNA giraz)

5.5. Epidemiyoloji
Pseudomonaslar, her tiirlii ortamda bulunabilen firsat¢i patojenlerdir. Minimal

besin gereksinimleri, genis bir 1s1 araliginda iireyebilmeleri (4-42°C), c¢esitli
antibiyotiklere ve dezenfektanlara karsi direncli olmalart 6nemli ayiraclardir.

Hastane c¢evresinde; cicekler, hasta c¢ikartilari, tuvaletler, solunum ve diyaliz



cihazlari, lavabo gibi nemli biitiin ortamlarda ve dezenfektan soliisyonlarda
yasayabilirler. Ozellikle hastane enfeksiyonlarinda hastalarin bagirsak floralarinda
P. aeruginosa’nin yerlesmesi onem tasir. Insanlarda ve ozellikle gesitli nedenlerle
savunma mekanizmalar1 zayiflamis kisilerde 6nemli hastaliklar olustururlar (Blanc et
al., 2004).

Hastaligin olusumunda mevsimsel farklilik goriilmez. Hastanede yatan
hastalarin solunum ve gastrointestinal sistemlerinde gecici olarak yerlesirler
(ozellikle genis spektrumlu antibiyotiklerle tedavi olanlarda, solunum cihazi

kullananlarda ya da hastanede uzun siire yatanlarda) (Forbes et al. 2002).

5.6. insanda Yaptigi Hastaliklar

5.6.1. Akciger Enfeksiyonlar:
P. aeruginosa ’ min yaptig1 alt solunum yolu hastaliklarinin siddeti asemptomatik

yerlesimden trakeobronsit’ ve siddetli nekrotizan bronkopnomoni’ ye kadar ¢esitlidir.
Kistik fibrozlu hastalarda goriilen invaziv enfeksiyonlar altta yatan akciger hastalig
hastaligin kotiilesmesiyle iligkilidir.

Baz1 hastalardan izole edilen mukoid suslarin antibiyotik tedavisi ile yok
edilmesi zordur. Bagisiklik yetmezligi olan hastalarda Pseudomonas enfeksiyonlarini
hazirlayan en onemli iki faktor: 1) Normal bakteri topluluklarimi azaltan hatta yok
eden genis spektrumlu antibiyotiklerle 6n tedavi, 2) Alt solunum yollarina (alveoller
gibi) bakterilerin gecisini kolaylastiran solunum cihazlarinin kullanimidir.

Bu tiir invazif hastaliklar kiiciik apse olusumu ve doku nekrozunun eslik ettigi
yaygin tipik iki tarafli bronkopnomoni ile karakterizedir. Oliim oram yaklasik %70

olarak bildirilmektedir (Murray et al. 2002).

5.6.2. Primer Deri Enfeksiyonlart
P. aeruginosa cesitli deri enfeksiyonlarina sebep olur. En cok karsilagilan1 da

yanik yara enfeksiyonlaridir. Siddetli yaniklarda; yanik yilizeyinde yerlesme, sonrasi
vaskular hasar, doku nekrozu ve sonunda bakteremi goriiliir. Yaranin nemli yiizeyi
ve doku invazyonuna karsi notrofilik cevabin olmamasi hastalarin bu enfeksiyona
yakalanmasina sebep olur. Topikal antibiyotiklerle yaranin tedavisi; bu
enfeksiyonlarin kontroliinde sinirli basar1 saglar.

Follikulit, bulasik sularla alinan Pseudomonaslarin sebep oldugu diger bir



enfeksiyon tipidir.

Pseudomonaslarin  sebep oldugu ikincil enfeksiyonlar, aknesi olan veya
bacaklarinda kil donmesi olan hastalarda goriiliir. Ayrica P. aeruginosa ile bulasik
sularla sik temasi olan kisilerin ellerinde de tirnak enfeksiyonlarina sebep olur

(Murray et al. 2002).

5.6.3. Uriner Sistem Enfeksiyonlart
Uriner Sistem Enfeksiyonlar1 genelde uzun siire idrar yolu kateteri kullanilan

hastalarda goriiliir. Antibiyotik kullanimi da Pseudomonas gibi direngli suslarin

yerlesmesine neden olur (Murray et al. 2002).

5.6.4. Kulak Enfeksiyonlart
Dis kulak iltihab1 yiiziiciilerde goriilen P. aeruginosa’nin sebep oldugu bir

enfeksiyondur. Bu enfeksiyon topikal antibiyotikler ve kurutucu ilaglarla tedavi
edilebilir. Malign (habis) dis kulak yolu iltihab1 ise diyabeti olanlarda ve yashlarda
goriilen hastaligin virulan formudur. Alttaki dokulara saldirir, kranial sinirlere ve
kemige hasar verir, yasami tehdit edici olabilir. Yogun antibiyotik tedavisi ve bazen
de cerrahi miidahale gerektirir. P. aeruginosa ayrica siiregen orta kulak iltthabina

sebep olur (Murray et al. 2002).

5.6.5. Goz Enfeksiyonlar
GOz enfeksiyonlar1 korneada meydana gelen ilk travmadan (kontak lens

styriklari, goz ylizeyinde ¢izik) sonra olusur. Eger gerekli tedavi yapilmazsa kornea

tilserleri gelisir ve yasamsal tehlike goriiliir (Murray et al. 2002).

5.6.6. Bakteremi ve Endokardit
P. aeruginosa’ya bagli baktereminin diger gram negatif bakteremilerden ayirt

edici bir yonii yoktur. Ancak, organizmanin bagisik yanmiti diigskiin hastalar
secmesinden ve Pseudomonasin virulansindan dolay1 6liim oran1 daha yiiksektir.
Bakteremi siklikla nétropeni, diyabetes mellitus, siddetli yamiklarda ve
hematolojik kanseri olan hastalarinda goriiliir. Pek cok bakteremi, alt solunum yolu,
tiriner sistem, deri ve yumusak doku (genelde yanik yara enfeksiyonu) enfeksiyonu
ile iligkilidir.
Bakteremi hastalarinin pek azinda saptanmasina ragmen karakteristik deri

lezyonlar1 (ecthyma gangrenosum) gelisebilir. Lezyonlar kanamali, nekrotik, ve iilser



haline gelen eritemli vezikiiller olarak acikga goriiliir. Lezyonlarin mikroskobik
incelemesinde, notropenik hastalardan beklendigi gibi organizmanin bollugu,
damarlarda deformasyon ve notrofil eksikligi (ya da yoklugu) goriiliir.

Pseudomonas endokarditi, damarici ila¢ bagimlilarinda en yaygin gozlenen
olaydir. Enfeksiyon hastalar tarafindan, suda yasayan organizmalarla kontamine
enjektor, kasik gibi ila¢ aliminda kullamilan araglarla alimir. Trikuspit kapakcik
enfeksiyonu olan hastalar aortik veya mitral kapak enfeksiyonu olan hastalardan

daha kronik seyir ve prognoz gosterir (Murray et al. 2002).

5.6.7. Diger enfeksiyonlar
P. aeruginosa ayrica gastrointestinal sistem, merkezi sinir sistemi ve iskelet kasi

enfeksiyonlarinda da goriiliir. Enfeksiyonlarin pek ¢ogunun olusumunda altta yatan
sebepler: Organizmanin nemli, rutubetli yerlerde yasamasi, konak savunmasindan
kacmasi, kutandz travma, antibiyotik kullanimi veya nétropeni ile normal floranin
bozulmasidir.

Bagisiklik yetmezligi olan hastalarda tim Pseudomonas tiirleri firsatci
enfeksiyonlara neden olur. Akciger enfeksiyonu olan hastalarda solunum sisteminde,
tiriner katateri olan hastalarda tiriner sistemde yerlesirler.

Bir isolatin klinik anlamini degerlendirmek genelde zordur, ciinkii hastaliga
Ozgiin isaret ve semptomlart goriilmeyebilir ve organizma klinik 6nemi olmayan bir

bulas1 olabilir (Murray et al. 2002).

5.6.8. Laboratuar Tanisi
5.6.8.1. Kiiltiir
P. aeruginosa basit besin gereksinimleri nedeniyle kanli agar ve MacConkey

agar gibi besi yerlerinde kolaylikla iirer ve zorunlu aeroptur (Forbes et al. 2002).

5.6.8.2. Tanimlama
Koloni morfolojisi (koloni biiyiikliigii, hemolitik aktivite, pigmentasyon,

koku) secilen hizli biyokimyasal testlerle karsilastirilir, 6rnegin pozitif oksidaz testi.

P. aeruginosa hizli iirer, yaygin yassi koloniye sahiptir, § hemoliz yapar, yesil
pigmentasyonu vardir ( mavi piyosiyanin ve sari fluorescein), kokusu tatli iiziim
kokusuna benzer. P. aeruginosa’nin kesin tanimi oldukca kolay olmasina ragmen,

diger Pseudomonaslarin tanimlanmas: icin ek fizyolojik testler gereklidir.
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Biyokimyasal profili, antibiyotik labillik kalibi, faj tipi, piyosin iiretimi, serolojik
tiplendirme, DNA’nin ya da rRNA’nin molekiiler yapist smiflandirma igin

kullanilmaktadir (Forbes et al. 2002).

5.6.9. Tedavi, Korunma ve Kontrol
Pseudomonas enfeksiyonlarinda antibiyotik tedavisi kolay olamamaktadir ¢iinkii

bakteri ya cogu antibiyotige karsi direnclidir ya da enfeksiyonu olan bagisikligi
baskilanmis hastalar tedaviye cevap vermezler. Ote yandan duyarl suslar da tedavi
sirasinda direngli hale gelebilir. [lac kombinasyonlari ; 6zellikle antipseudomonal B-
laktam 1ile birlikte aminoglikozid veya florokinolon kullanmak tedavide etkili
olabilir. Ciinkii iki antibiyotigin birlikte kullanilmasiklinik etkiyi arttiracak ve
direncli suslarin olusumunu engelleyecektir (Venezia et al., 2005).

Pseudomonas’lar1 hastane ortamindan yok etmeyi denemek pratik olarak
miimkiin degildir. Etkili bir enfeksiyon kontrolii i¢in solunum ekipmani ve diyaliz
cihazlarmin bulasidan olabildigince korunmasi ve hasta ve saglik personeli
arasindaki capraz gecisin Onlenmesi gereklidir. Normal floranin baskilanmamasi ve
direngli Pseudomonas’larin iirememesi icin genis spektrumlu antibiyotiklerin

gereksiz kullaniminin engellenmesi onerilir (Murray et al. 2002).

5.7. Protein sentezi
Protein sentezi icin gerekli genetik bilginin DNA’da depolanmasi1 ve DNA’da

kodlanan bu bilginin RNA tarafindan tasinmasina ragmen pek cok biyolojik aktivite
proteinler tarafindan yerine getirilir. DNA’daki sifre kullanilarak riboniikleotidler
sentez baslangic dizisine eklenir. DNA molekiiliinden bu sekilde RNA molekiilii
olugsmasina transkripsiyon denir. Transkripsiyonda RNA sentezi icin DNA
molekiiliiniin sadece tek zinciri kullanilir. iki zincir arasinda hemen hicbir zaman
sifrenin st {iste bindigi goriilmez. Bununla birlikte nadir de olsa her iki yonde de
kodlama bolgesi goriilmesi olasidir. Fakat bu son derece riskli bir durum yaratir.
Ciinkii tek bir mutasyon bile iki geni ayni zamanda islevsiz hale getirebilir. Protein
sentezinin dogru yapilmasi hiicrelerin ve organizmalarin fonksiyonlarini yerine
getirebilmeleri i¢in kritik bir 6neme sahiptir. Bu yiizden aminoasitlerin DNA’da
kodlandig1 sekilde dogru bir sirada dizilmesi fonksiyonel proteinlerin sentezinde
anahtar rol oynar. Protein sentezinde birbirleri ile uyumlu c¢alisan, ii¢ farkli RNA

molekiilu vardir.
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Messenger RNA (mRNA ) DNA’dan kopyaladig:1 genetik bilgiyi her biri bir
aminoasidi sifreleyen, {i¢ iiniteli kodlar halinde tasir. 300-50000 niikleotid
uzunlugundadir. Protein sentezinde kalip gorevi goriir.

Transfer RNA (tRNA) mRNA’da yer alan kodonlarin tasidigi genetik mesaj
ribozomlarda adim adim desifre edilirken uygun aminoasitleri ribozoma getirir. Her
aminoasidin kendine 6zel tRNA’s1 vardir ve bu tRNA’lar aminoasitlere baglanarak
onlar1 polipeptid zincirine tasir. Her asamada dogru tRNA secilmelidir, ¢iinkii 6zgiil
tRNA molekiilleri mRNA’daki kodonlara tamamlayici antikodonlar tasir.

Ribosomal RNA (rRNA) ribozomlar1 olusturmak iizere proteinlerle birlikte
koordine calisirlar. Bu karmasik yapt mRNA molekiilii boyunca hareket ederek
aminoasitlerin protein zincirine eklenmesini katalizler. Ayn1 zamanda tRNA’ya ve
protein sentezi i¢in gerekli diger aksesuar molekiillere baglanir. Ribozomlar kiigiik
ve biiyiik alt birimden olusur. Bu alt birimlerin her birisi kendi rRNA molekiiliine
veya molekiillerine sahiptir.

Hiicre sitoplazmasinda 20 c¢esit aminoasit bulunmaktadir. Ribozomlarda
tRNA’larin baglanabilecekleri c¢esitli bolgeler bulunur ve aminoasitlerini birakan
tRNA’lar ribozomlardan ayrilirken polipeptid zinciri de sentezlenmis olur. tRNA’lar
iizerinde bulunan niikleotitlere antikodon denir. Ornegin CCC seklinde olan bir
mRNA zincirine uyan tRNA antikodonunun niikleotid sirast GGG seklindedir. CCC
seklinde bir kodon da Prolin aminoasidinin sifresidir (Lodish et al. 2000).

5.7.1. mRNA
RNA adenin, sitosin, guanin ve urasil riboniikleotidlerini; DNA ise adenin,

sitosin, guanin ve timin deoksiriboniikleotidlerini icerir. Hiicreler tarafindan ii¢lii kod
sistemi kullanilir ve buna kodon denir.64 kodondan 61 tanesi ¢esitli aa’leri kodlarken
3 tanesi stop kodonu olarak gorev yapar. Pek cok aa birden fazla kodon tarafindan
kodlanir. Sadece metionin ve triptofan tek bir kodon tarafindan sifrelenir. Bunun
yaninda 16sin, serin ve arginin 6 farkli kodon tarafindan taninir. Hem prokaryotik
hem okaryotik hiicrelerde tiim protein zincirlerinin sentezleri metionin aminoasidi ile
baslar. Pek cok mRNA’da metionin ‘i belirten baslangic kodonu AUG, birkacinda
GUG, okaryotlarda ise CUG’dir. UAA, UGA ve UAG ise hi¢bir aminoasidi
sifrelemeyen, protein sentezinin bittigini belirten stop kodonlaridir. Spesifik

baslangic bolgesini belirten kodondan bitis kodonuna kadar olan diziye okuma
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cergevesi denir. mRNA’daki {i¢lii riboniikleotid gruplart bir proteindeki aminoasid
dizisini ve protein zincirinin sentezinin nerde baslayip bitecegini belirtir. Genetik kod
virgiilsiiz oldugu i¢in {iclii kodun iist iiste binmesi ile mRNA teorikte {i¢ farkli okuma
cercevesine sahiptir. Gercekten de bazi mRNA c¢esitleri farkli polipeptid zincirleri
olusturabilen degisik okuma cercevelerine sahiptir. mRNA’larin biiyiik ¢ogunlugu
bir okuma cercevesine gore calisir clinkii stop kodonlart diger iki olasi okuma
cercevesinde translasyonu durdurarak fonksiyonel bir proteinin sentezini
engelleyebilirler. Bagka bir hata okuma c¢ercevesinin yon degistirmesi olabilir. Bu
olayda protein sentez mekanizmas1 bir aminoasit i¢cin dort niikleotid okuyabilir ve
sonrada iiclii kodonlar halinde devam edebilir veya bir baz geriye gider ve yeni
cercevedeki gecerli kodonlar1 bitis kodonuna kadar okur.

Bilinen tiim organizmalarda her kodonun anlami aynidir. Son zamanlarda birkag
kodonun mitokondrilerde, silyali protozoonlarda ve tek hiicreli bir bitki olan
Acetabularia’da farkli anlam ifade ettigi bulunmus. Tiim bunlar1 stop kodonlarinin
aa gibi okunmasindan kaynaklandig1 goriilmiistiir.

Yapilan arastirmalarin bir kisminda deneysel c¢alismalarda kullanmak iizere
protein sentezi i¢in gerekli tiim komponentleri iceren (tRNA, ribozomlar (aa), enerji
saglayici niikleotidler ATP ve GTP), mRNA’s1 ve hiicresi olmayan bakteri ekstratlar
hazirlanmistir. Daha sonra tek bir tip niikleotid iceren sentetik mRNA’lar bu bakteri
ekstratlarina  eklenmis ve sonugta polipeptid zinciri olusturmus aa’lar
gozlemlenmistir. Ornegin sadece Urasil (U) [poly(U)] kondugunda fenilalanin,
sadece (C) Sitosin [poly(C)] eklendiginde prolin, sadece Adenin (A) [poly(A)]
eklendiginde ise lizin elde edilmistir. Fakat [poly(G)] bu deneyde caligmamuistir,
yapisindan dolay1 translasyon yapilamamustir. Bu deneyle hem pek ¢ok kodon elde
edilmis hem de kodonlarin ii¢ bazdan meydana geldigi dogrulanmustir.

Prokaryotlarda translasyon ve transkripsiyon aynt anda gerceklesir.
Transkripsiyon gerceklesirken aym1 anda ribozomlar yeni transkript RNA’ya
baglanmaya baslar ve eszamanli protein sentezi gerceklesir. Bu da bize iki olay
arasinda direk baglant1 oldugunu gosterir. (Okaryotlarda bu miimkiin degildir. Ciinkii
RNA sentezi nukleusta gerceklesirken proteinler sitoplazmada sentezlenir) (Lodish et

al. 2000).
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5.7.2. tRNA Yapisi ve Fonksiyonu
mRNA gibi tRNA da ¢ekirdekte sentezlenir ve sitoplazmaya tasinir. Yaklasik 80

niikleotid uzunlugunda tek bir zincir yapidadir. Farkli tRNA bolgeleri hidrojen
baglari ile birbirleri ile baglanmis haldedir. tRNA’nin 3' ucu ACC niikleotid dizisine
sahiptir ve aminoasitlerin baglandig1 bolgedir. Antikodonlar 3'— 5' yoniindedir ve
mRNA’da ise kodonlar 5'— 3' yoniindedir. Ornegin antikodon baz siras1 3'-AAG-5'
ise mRNA’daki kodon 5'-UUC-3" bi¢imindedir. mRNA’daki her bir aminoasit
kodonuna 6zgii bir tRNA olsayd1 61 cesit tRNA olmas1 gerekirdi oysa sadece 45
cesit tRNA vardir. Sebebi ayni antikodon bdlgesine sahip tRNA’larin verilen
aminoasitlere uyumlu birden c¢ok kodonu tanmima yetenegidir. Kodonlarin 3.
pozisyonlarindaki baz ile onun antikodonundaki esi olan 1. baz arasinda standart
olmayan baz eslesmesi veya wobble(kararsizlik) 6zelligi nedeniyle bir tRNA ¢ok
sayida kodonu taniyabilir. Bu konuda en degisken tRNA Wobble pozisyonunda
inosin(I)  bulunduran tRNA’lardir. Inosin bir guanin analogu olup 2. karbon
atomunda amino grubu tagimaz. tRNA antikodonunun wobble pozisyonundaki inosin
basarili bir sekilde adenin, sitosin veya urasil ile eslesebilir. Ornegin tRNA
antikodonu CCI olan bir tRNA, GGU, GGC ve GGA seklinde mRNA kodonlarina
uyup glisin amino asidini protein sentezine katabilir.

Kodon-antikodon eslesmesinden 6nce tRNA’nin dogru aminoasidi tasimasi
gerekmektedir. Her bir aminoasiti tRNA’ya baglayan 20 cesit aminoagil-tRNA
sentetaz enzimi vardir. Bu enzimin aktif yiizeylerinden birine Once aminoasitin
baglanmasi gerekir. ATP, AMP’ye doniiserek aminoasite baglanir ve aktive edilmis
aminoasit de 0zgiin enzime baglanir. Daha sonra bu enzime ve aminoasite 0zgii
tRNA enzime baglanir. Aminoasit ve tRNA arasinda bir bag olusur, bu sirada AMP
aciga c¢ikar. tRNA ile birlesen aminoasit enzimden ayrilarak sitoplazmaya gecer

(Lodish et al. 2000).

5.7.3. Ribozomlar
Ribozomlar protein sentezinin yapildigt mRNA ile tRNA arasindaki baglantinin

kuruldugu organellerdir. Biiylik ve kiigiik alt birim olmak iizere sadece protein
sentezinde birlesen iki kisimdan olusur. Protein ve ribosomal RNA’lardan meydana

gelmistir. Okaryotlarda alt birimler cekirdekcikte sentezlenir. Her bir ribozomda ii¢
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baglanma bolgesi vardir. Polipeptide eklenmek icin bekleyen aminoacil-tRNA A
(Aminoagil-tRNA baglanan site) yiizeyinde beklerken sentezlenen polipeptid P
(Peptil-tRNA baglanan ylizey) yiizeyinde durur. Yiikiinii bosaltan tRNA ise
ribozomdan c¢ikmak icin E ylizeyine gecer. Bu islemlerin olabilmesi icin mRNA’nin
kodonu ile tRNA’nin antikodonu arasindaki eslesmenin kurallara uygun olarak
gerceklesmesi gerekir. Prokaryot ve Okaryot ribozomlar arasinda benzerlikler ve
farkliliklar vardir. Prokaryot ribozomlar1 bazi antibiyotiklerden biiyiik oOl¢iide

etkilenir ve protein sentezi bu sayede durur (Lodish et al. 2000).

5.7.4. Polipeptid Yapimi
Translasyonun ana temast mRNA’da bulunan genetik bilginin fonksiyonel bir

protein haline cevrilmesidir. Protein yapimini (translasyon ) li¢ asamaya ayirabiliriz.
Baslama, uzama ve sonlanma. Baz1 protein faktorleri ile birlikte mRNA, tRNA ve
ribozomlar translasyon i¢in gereklidir. Enerji ise GTP (Guanosin trifosfat) den

saglanir (Lodish et al. 2000).

5.7.4.1. Protein Sentezinin Baslamast

Protein sentezinin basinda kiiciik alt birim mRNA ile birlesir ve baslatici
tRNA ile sentez baglar. mRNA 5’ ucundan okunmaya baslar. AUG kodonu protein
sentezini baglatici kodondur. Daha sonra biiyiik alt birimle kii¢iik alt birim birlesir ve
protein sentezi ilerler. Gerkli olan enerji GTP’den saglanir. Baslatic1 kodona uyan
tRNA ribozomun P bolgesine yerleserek A bolgesine kodona uygun yeni bir

aminoacil-tRNA gelmesi beklenir (Lodish et al. 2000).

5.7.4.2. Uzama
Ribozomun A yiizeyine uygun antikodona sahip tRNA gelir ve zayif hidrojen

baglariyla kodona baglanir. Bu sirada 2 mol GTP harcanir. Ikinci basamakta P
yiizeyde bulunan polipeptid A ylizeyine gelen aa ile birlesecek bicimde oraya
aktarilir. Ribozom mRNA iizerinde 3’ yoOniine dogru hareket ederek A yiizeyinde
bulunan tRNA ile birlikte polipeptidi P ylizeyine aktarir. P yiizeyinde bulunan tRNA
ise E yiizeyine gecerek ribozomdan uzaklastirilir. Enerji GTP’ den saglanir. Ribozom

mRNA iizerinde 5°—3’ yoniinde hareket eder. Okuma ise kodon seviyesinde
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gerceklesir (Lodish et al. 2000).

5.7.4.3. Sonlanma
Uzama mRNA iizerinde durma kodonlarina raslayincaya kadar devam eder.

A yiizeyine serbest birakici faktorler geldiginde okuma sonlanir. Bu faktorlerin A
yiizeyine gelebilmesi icin mRNA’daki kodonun UAG, UAA veya UGA seklinde
olmas1 gerekir. Hidroliz enzimleri yardimiyla P yiizeyinde bulunan polipeptid serbest

birakilir. Boylece protein sentezi sonlanmis olur (Lodish et al. 2000).

5.7.5. Poliribozomlar
Ayni anda bir¢ok ribozomun tek bir mRNA’y1 okumasi aym proteinden fazla

miktarda yapilmasini saglar. Bir ribozom mRNA {iizerinde ilerlerken diger ribozomda
mRNA’nin 5 ucuna eklenip ilerlemeye devam eder. Boyle ribozom zincirleri
poliribozomlar1 olusturur. Prokaryotik ve Okaryotik hiicrelerde bulunabilirler.
Boylece kisa zamanda aymi proteinden ¢ok sayida yapilmis olur. Proteinler sentez
edildikten sonra gorevlerine gore degisik islemlerden gecerek gorevli olduklar
yerlere giderler.

Hiicrede ribozomlarin bir kismi sitoplazmada serbest halde bulunup yaptiklari
proteini sitoplazmaya verirken bazi ribozomlar (Endoplazmik retikulum, Golgi,
lizozom) zar sistemlerine baglh halde bulunurlar. Ribozomlarin hepsinde protein
sentezi sitoplazmada serbest haldeyken baslar. Sentez ilerlerken Endoplazmik
retikulum’a baglanma gercgeklesir. Biiyliyen polipeptidte sinyal peptid kismida (20aa)
sentezlenince sitoplazmada bulunan SRP(sinyal tanima tanecikleri) ile birlesir.
Protein sentezi ilerler ve polipeptid ER’ye bagli kanallardan organelin bosluguna
serbest birakilir. Boylece sinyal peptidler yardimiyla hedef proteinler istenen

organele iletilmis olur (Lodish et al. 2000).

5.7.6. Prokaryotik ve Okaryotik Protein Sentezi Farklary
Aralarinda pek cok benzerligin yani sira bazi farklihiklar da bulunmaktadir.

Prokaryotlardaki ve Okaryotlardaki polimerazlar birbirinden farklidir. Ayrica
ribozomlar arasinda da farkliliklar goriilmektedir. Prokaryotlarda ¢ekirdek zarinin

olmamasi transkripsiyon ve translasyonun ayni anda olmasim saglar. Okaryotlardaki
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organellerin gelismis olmas1 hedef proteinleri meydana getiren sinyallerin de

gelismesine sebep olur bu sistemler prokaryotlarda goriilmez (Lodish et al. 2000).

5.7.7. Housekeeping genler

HK genler, hiicresel fonksiyonlarin siirdiiriilebilmesi icin gelismenin her
asamasinda hemen hemen her hiicrede siirekli ekspresse olan genlerdir (Watson et al.
1965). Bundan dolay1 daima aktiftirler. HK proteinleri kodlarlar. Her kosulda siirekli

ama sabit miktarda internal veya harici kontrole gerek duymadan ekspresse olurlar.
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6. MATERYAL ve METODLAR

6.1. Bakteriler

Deneylerde standart P. aeruginosa kokeni (PAO1) ve iilkemizin farkli
bolgelerinde yogun bakim servislerinde hastalardan elde edilmis dort adet sus
kullanilmistir.

P. aeruginosa PAO1 Tilo Kohler tarafindan gonderilmis ve laboratuarimizda
bulunan bir kokendir [Kohler et al., 1997].

Diger dort klinik izolat ise otomatik sistemlerle tanimlamalar1 yapilarak bir
baska calisma icin laboratuarimiza gonderilmis suslardan olusan koleksiyondan
secilmistir[Kolayli et al., 2005]. Bu bakteriler ayrica laboratuarimizda klasik

metotlarla tekrar tanimlanarak dogrulanmistir.

6.2. Bakteri tanimlanmasi

6.2.1. Kiiltiir

Incelenecek bakteri kanli agara (%5-7 koyun kanl1), EMB besi yerine ve Mueller
Hinton agara ekilmis, 37°C’ de 18 saatlik inkiibasyon sonrasi bakteri kolonileri
incelenmistir. Kanli agarda beta hemoliz yapan, EMB besi yerinde laktoz negatif ve
tercthen MH agarda pigmentasyon gosteren koloniler, Gram boyama, katalaz ve
oksidaz testleri ve KOH testi ile dogrulanmistir.

Gram negatif, katalaz ve oksidaz pozitif olanlar icin biyokimyasal tanimlama

testleri uygulanmistir (Forbes et al. 2002).

6.2.2. Gram boyama
Ucg eriyik ve bir zit boya kullanilmis, lam iizerine tespit edilmis preperatlar 2

dakika Jansiyen moru veya kristal moru ile boyanmis, saf su ile yikanip 2 dakika
lugol eriyiginde bekletilmis ve % 96’lik etil alkol ile renksizlestirilmistir. Gram
pozitif bakteriler, 6nceden aldiklar1 boyay: alkoliin etkisi ile birakmazlar ve dolayisi
ile mor renkte boyali kalirlar. Gram negatif bakteriler ise alkol ile aldiklar1 boyay:
birakarak renksizlesirler. Bu bakterileri goriiniir hale getirmek i¢in 30 saniye zit boya
eriyigi uygulanmistir (sulu fuksin) (Forbes et al. 2002). Gram negatifler bu boya ile
kirmizi renk alirlar. Sonucta distile su ile yikanan preperat havada kurumaya
birakilmis ve daha sonra immersiyon objektifi (x1000’lik biiyiitme) ile incelenmistir.

Sonucta kirmizi, comak seklinde bakteriler gozlemlenmistir.
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6.2.3. KOH ftesti
Saf kiiltiirden alinan 6rnek bir damla %3’ lik KOH ile karistirllmig, Gram

negatif bakterilerin hiicre duvari parcalandigi i¢in bakteri DNA’ s1 ortaya ¢ikmis ve

uzama meydana gelmistir (Forbes et al. 2002).

6.2.4. Oksidaz testi
%1’ lik tetra methyl-p-phenilene diamine hidroklorid ile sitokrom oksidaz olumlu

bakteriler mor-mavi-siyah renk verdiler (Forbes et al. 2002).

6.2.5. Glukoz ve laktoz fermentasyonu ve oksidasyonu
Saf kiiltiirden Triple Sugar Iron Agar besi yerine ekim yapilmis, igne 6ze ile saf

kiiltirden alinan Ornekten Once besi yerinin yatik kisim yiizeyine bir ¢izgi ekimi,
sonra dip kisma bir batirma ekimi yapilmistir. Sonra tiipler 35°C’de 18-24 saat
inkiibe edilmistir.

TSI besi yeri glukozdan asit ve gaz olusumunu, sukroz ve laktoza etkiyi, H,S
olusmasini incelemede deger tasir. Besi yerinde bulunan fenol kirmizisi ayiract asit
ortamda sartya doniisiir. Glukoz fermentasyonu nedeni ile dip kisimda sar1 renk, gaz
olusumundan gaz kabarciklari, laktoz ve/veya sukroza etki halinde besi yerinin yatik
kisminda sar1 renk, H,S olusumunda, miktarina gore az ya da ¢ok siyahlanma
goriiliir. P. aeruginosa yatik kisimda alkali, dik kistmda alkali reaksiyon olusturur

(Forbes et al. 2002).

6.2.6. Katalaz deneyi
Katalaz enzimi hidrojen peroksidi su ve oksijene ayristirirlar. Bu enzim hidrojen

peroksit ile arastirilir. Icersinde kan bulunmayan bir besi yerinde iiretilmis bakteri
kolonilerinden 6rnek 6ze ile alinip bir lamin iizerine birakilmis, tizerine bir iki damla
H,0; (hidrojen peroksit) damlatilip bir kiirdan ile karistirilmistir. Katalaz olumlu
olan bakteriler gaz kabarciklar1 olustururlar (Forbes et al. 2002). P. aeruginosa

katalaz olumlu bulunmustur.

6.2.7. Hareket testi
SIM agar (Oxoid) besi yerine batirma yontemi ile ekim yapilmis. Ekim ¢izgisinin

besi yerinin yarisina kadar olmasina dikkat edilerek, 24 saat inkiibasyondan sonra
ekim ¢izgisinden yanlara ve asagiya dogru bulaniklik olusup olugsmadig1 gozlenmistir

(Forbes et al. 2002).. Kokenler hareket testi pozitif bulunmustur.
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6.2.8. Indol
Bu test bakterilerin triptofandan indol olusturan triptofonaz enzimine sahip olup

olmadiklarim1 aragtirir. Incelenecek bakteri indol besi yerine [SIM agar(Oxoid)
besiyeine batirma kiiltiir yontemi ile] ekim yapilmais., 24 saat inkiibasyondan sonra
Kovacs ayiract damlatilip, indol olusumu olup olmadigi aranmis Fakat renk olusumu

goriilmemistir (Forbes et al. 2002; Bilgehan, 2002).

6.2.9. Metil kirmizisi-Voges Proskauer (MR-VP) testi
Metil kirmizist deneyi bakterilerin karbonhidratlar1 (glikozu) fermente etmeleri

esnasinda olusan laktik, asetik ve formik asit gibi iiriinlerin besi yerinin pH sin1 metil
kirmizis1 ayiraci ile saptanabilecek derecede diisiirmeleri temeline dayanir. Bu amacg
icin tamponlanmis glikozlu besi yeri ve metil kirmizisi aywract kullanilir. Metil
kirmizis1 ayiraci 4.4 ve daha asag1 pH larda kirmizi, 6.0 ve daha yukari pH larda sar1
renk verir. Metil kimizis1 olumlu olan mikroorganizmalar kirmizi, olumsuzlar sari
renk olustururlar.

Glukozun fermentatif parcalanmasi esnasinda olusan piruvik asit, bir kisim
bakterilerde bulunan enzimatik sistemlerle daha ileriye dogru pargalanarak son iiriin
olarak acetoin (asetil metil karbinol) olusturulur. Ozel ayiragla ortaya ¢ikarilan bu
iriinii olusturan bakteriler Voges Proskauer (VP) olumlu kabul edilir. Kokenler 2
tane MR-VP buyyonuna inokiile edilip, 35°C ° de 18-24 saat inkiibe edilmis.
Inkiibasyon sonunda tiiplerin birisine 5 damla MR miyar1 eklenip kirmizi renk
olusumu gozlendi. Digerine ise 0.6 ml VP 1 ve 0.2 ml VP2 miyan eklenip, 1 saat
kadar kirmizi renk olusumu gézlendi. Her iki test icinde kirmizi renk olusumu pozitif

olarak degerlendirilir (Forbes et al. 2002; Bilgehan, 2002).

6.2.9.1. Ure hidrolizi

Saf kiiltiirden Christensen iire agar besi yerinin ylizeyine ekim yapilmistir. 24
saat, bazen 48 saat 35° C’ de inkiibasyondan sonra iireyi hidroliz eden bakteriler besi
yerindeki fenol kirmizisi ayiracinin sar1 rengini kirmiziya cevirirler (Forbes et al.

2002).. Pseudomonas tiirleri iire testinde negatif kalmstir .

6.3. Hedef gen bolgeleri ve primerler

Hedef gen bolgeleri internet araciligi ile elde edilen PAO1 biitiin genom dizisi

tizerinden sec¢ilmistir (PubMed DEFINITION: Pseudomonas aeruginosa, complete

20



genome; ACCESSION: NC_002516). Bakteri yasaminda kritik dneme sahip olacagi
diistiniilen yedi bolge ve fonksiyonu bilinmeyen ancak dis membran proteini
vasfinda olabilecegi varsayilan bir bolge belirlenmistir. Bu bolgeler secilirken daha
once yayinlanmis bir ¢alisma temel alinmistir [Savli et al., 2003].

Primer dizileri OLIGO 5.0 programi kullanilarak belirlenmistir.

Tablo 3. Kullanilan primer dizileri

Gen Ozellikleri * Dizi

fabD 7019 5' GCATCCCTCGCATTCGTCT 3
fabD 151L19 5' GGCGCTCTTCAGGACCATT 3
oprB 507022 5' CGAGGGCGAGGACTTCAACAGC Y
oprB 681122 5' CTCCAGGTTCGACGGGTTCTGC 3'
proC 436020 5' CAGGCCGGGCAGTTGCTGTC 3'
proC 596120 5' GGTCAGGCGCGAGGCTGTCT 3'
rodA 853021 5' CTGATCAGTCGTGGCCTGGTG 3
rodA 1040L.21 5' GAACCCCGAACCCTGACAACA Y
rpoB 26021 5' AACGTATCCGCAAGGACTTTA 3
rpoB 1721.20 5' ATAATCGGGAAAACGGACTT 3'
rpoD 1133020 5' GGGCGAAGAAGGAAATGGTC 3
rpoD 1291120 5' CAGGTGGCGTAGGTGGAGAA 3'
rpoS 104021 5' CTCCCCGGGCAACTCCAAAAG Y
rpoS 281121 5' CGATCATCCGCTTCCGACCAG ¥
X1 68U20 5' ATGAGGGGGAAGCCAAAGAA 3
X1 204120 5' GCGTGTAGCCGGACTGAAAG 3'

* ozellikleri; primer baslangi¢ pozisyonu — U (upper), L(Lower) — primer uzunlugu

6.4. P. aeruginosa'nin degisik kosullarda ve degisik 1silarda
Uretilmesi:

6.4.1. Miieller-Hinton Agarin Hazirlanmast

Mueller-Hinton (MH) agar (MERCK), ticari olarak satilan preperatindan
ireticinin Onerisine uygun olarak hazirlanmistir. Otoklavdan c¢iktiktan sonra su
banyosunda 45-50 °C ° e kadar sogutulmus ve besi yeri, steril plastik petrilere,
derinligi 3-4 mm olacak sekilde dokiilmiistiir. Besi yeri dokiilen petriler diizgiin bir

yiizeyde sogumaya birakilip, agar oda 1sisina gelince kullanilmis veya ayni giin
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kullanilmayacaksa buzdolabinda saklanmistir. Besi yerleri azami 7 giin icinde

kullanilmistir.

6.4.2. Swv Besiyerlerinin Hazirlanmast
Mueller-Hinton (MH) broth (OXOID), Brain Hearth Infusion (BHI) broth

(OXOID) ve Triptic Soy (TSB) broth (OXOID) ticari olarak satilan preperatindan
tireticinin Onerisine uygun olarak hazirlanmigtir.

Besiyerleri her deney i¢in taze hazirlanmis sterilite kontrolii i¢in daima 10 ml

broth 35°C‘de ve 42°C’de 24 saat inkiibe edilmistir.

6.4.3. Deney diizenegi
P. aeruginosa (PAO1) susu ve Tiirkiye’nin dort farkli ilinde (Ankara, Trabzon,

Izmir, Kayseri) hastalardan izole edilmis birer P. aeruginosa susu Mueller Hinton

Agara pasajlanmistir.

Deney 1
Uc farkli s1v1 besi yeri (MH, BHI, TSB) oda sicakligina geldiginde kat1 besi

yerinde iireyen taze P. aeruginosa PAO1’den tek koloni alinarak besi yerlerine
inokiile edilmis, 37°C’de 9 ve 16 saat inkiibasyon sonrasi total RNA izole edilerek

cDNA’ya cevrilmistir.

Deney 2
Uc farkli s1v1 besi yerleri (MH, BHI, TSB) oda sicaklifina geldiginde kati

besi yerinde iireyen taze P. aeruginosa PAO1’den tek koloni alinarak besi yerlerine
ekilmis, 42°C’de 9 saat ve 16 saat inkiibasyon sonrasi total RNA izole edilerek
cDNA’ya cevrilmistir.

Deney 3
Ticari olarak satilan Mueller Hinton Broth un NaCl oran1 %2’dir. Bu deney

icin MHB’da %2 - %4 - %6 - %8’lik tuz yogunlugu hazirlanarak PAO1 bu s1v1 besi
yerlerine ekilmis, 37°C’de 9. saat inkiibasyon sonrasi total RNA izole edilerek

cDNA’ya cevrilmistir.

Deney 4
Tiirkiye’nin dort farkli ilinden (Ankara, Trabzon, [zmir ve Kayseri)

hastalardan izole edilmis P. aeruginosa suslarindan MHB’a tek koloni ekimi
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yapilarak 37°C’de 9 saat inkiibasyon sonrasi total RNA izole edilmis ve cDNA’ya

cevrilmistir.

Deney 5
Bu dort farkli sus MHB’ da 42°C 9 saat inkiibasyon sonrasi total RNA izole

edilerek cDNA’ya ¢evrilmistir.
Tiim cDNA’lardan 8 farkli HK genin mRNA anlatim diizeylerine bakilmistir.

6.4.4. Total RNA ve cDNA elde edilmesi
Total RNA 5 ml si1vi besi yerinden asit quanidin denaturasyonu ve asit-fenol

kloroform ekstraksiyonu prensibine dayanan bir kit kullanilarak yapilmistir (EZ-
RNA, Biological Industries, Israel). Metodun detaylar1 daha once labotatuarimizda
yapilan bir calismada da anlatilmistir [Kolayli et al., 2004]. Temel olarak kit
yapimcisinin tarif ettigi yontem uygulanmis ancak ek olarak son asamada bir
kloroform ekstraksiyonu eklenmistir. Bu asama daha sonra yapilacak enzim bagimli
cDNA doéniistiiriilmesi asamasinda reaksiyonun verimliligini artirmaktadir.

Metot kisaca guanidin-HCI ile hiicre duvari eritilmesi ve DNAz enzimlerinin
etkisizlestirilmesini takiben asit-fenol ve kloroform ile hiicre artiklarinin ve
kromozomal DNA’nin c¢oktiiriilmesi prensibine dayanmaktadir. Nihai kloroform
asamast ise fenoliin uzaklastinlmasini saglar. Daha sonra izopranol ve tuz
yogunlugunun yardimi ile ¢oziiniirliigii azalan RNA santrifiij ile coktiiriiliir, %70
yiiksek saflikta alkol ile yikanan c¢okelti, bes dakika oda derecesinde kurutulur ve 50
ul RNAz-DNAz icermeyen yiiksek saflikta H,O ile ¢oziiliir.

RNA icerigi yapisal RNA, tRNA ve mRNA’dan olugmaktadir. Bu hali ile mRNA
cok dayaniksizdir, dolayis1 ile hemen cDNA’ya doniistiiriilmesi onerilir. Bu metot ile
RNA izole edildiginde DNAz terbiyesi yapilmasi ¢ok anlamli degildir. Bir miktar
DNA bulasigi kalsa da genlerin mRNA anlatimlari birbirlerine gore kiyaslandigi icin
sonucu etkilemez. Oysa DNAz terbiyesi asamast mRNA kaybina sebep olmaktadir.

cDNA elde edilmesi MMuLV reverse transkriptaz enzimi (Fermentas) araciligi
ile saglanmig, 1x RT Buffer (enzimle birlikte geliyor), 1 mM dNTP karisimi, 0.1mM
Random Hexamer Primerler, 2 u RNaz onleyici, 200 u MMuLV (MBI, Fermentas,
Lithuania) ve 8 ul RNA 20 ul nihai hacim igerisinde 42°C de 120 dakikada cDNA ya
doniistiiriilmiistiir. cDNA daha saglam ve dayanikli bir yapidir, dolayisi ile de -20°C

de saklanabilir.
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6.5. Quantica cihazi ile gercek zamanh PZR deneyi
6.5.1. Deneyin iyilestirilmesi

Deney 96 kuyulu bir 1sitici plaka ve 151k yansimalarini dort dalga boyunda
Olcebilen bir PZR cihazi ile yapilmis (Quantica; Techne, UK), 151k yansimasi icin
SYBR Green I boyasi kullanilmistir. SYBR Green I ¢ift sarmal DNA ya baglanma
kapasitesi olan ve baglandiginda floresan yansimasi anlamli olarak artan bir boyadir.
Ortamda cift sarmal DNA miktar1 arttikca floresans yansima da artar. Bagka bir
deyisle PZR dongiilerinde iiriin miktar1 arttik¢a 1s51ma artar. Hedef DNA’nin miktari
ne kadar fazla ise o kadar erken ve o kadar ¢ok yansima baglar (Ririe et al., 1997;
Wittwer et al., 1997) .

Bu amagla klasik PZR karisimlarina SYBR eklenir. Bu tiir reaksiyonlarda Mg
yogunlugu deneyin etkinligine katkida bulunur (Oste, 1988). Bu deneyler esnasinda
reaksiyon karistmina 1,5 mM MgCl, eklenmis, primer yogunluklar1 50 pmol/50 ul
olacak sekilde ayarlanmis, Taq polimeraz enzimi (Fermentas, Lituanya) 2
u/reaksiyon olarak kullanilmustir.

Deney déngiisii 95°C de 5 dakikalik denaturasyonu takiben 57°C de 1 dakika,
72°C de 2 dak., 84°C de 5 saniye ve 94°C de 30 saniye olarak ayarlanmus, 84°C de
SYBR 1simasi1 Ol¢iilmiistiir. Dimer olusumu halinde kaynaklanacak 1sima 84
derecede dimer sarmallar1 tamamen ayrildigi i¢in diigmekte ve dimer dolayis: ile
olusan yansima kalmamaktadir. Bunun icin okumalar 84°C de yapilmustir.

Deneylerde amac¢ miktar tayini olmadigi i¢in Pozitif kontrol sulandirimlari
kullanilmis olmasina karsin degerlendirmeye alinmamaistir.

Reaksiyon bitiminde “melting curve” yani ¢ift sarmal DNA ayrisma 1s1s1 egrisi
analizleri yapilarak beklenen iiriinlerin varlig1r saptanmis ayrica iiriinler %1 agaroz

jelde yiiriitiilerek gdzlemlenmistir.

6.5.2. Sonuclarin okunmast
Sonuglar crossing point (CP) denilen 1s1ma seviyelerinin gercek zamanli PZR

cihazi ile birlikte gelen program tarafindan degerlendirilmesi esasina dayanmaktadir.
Bu program her ornegin 151ma degerinin artmaya basladig1 dongiiyii o 6rnek i¢cin CP
degeri olarak belirlemektedir. CP degeri ne kadar kiiciikse ¢cogalma o kadar erken
baslamistir. Yani gen miktar1 fazladir.

Eger ama¢ miktar tayini ise deneye i¢cindeki gen miktari bilinen pozitif kontrol
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miktariin kath seyreltikleri eklenir ve bu Orneklerden elde edilen degerler ile bir
grafik cizilir (Sekil 1). Elde edilen standart egri bilinmeyen 6rnegin CP degerine
karsilik o 6rnege denk gelen gen miktarini gosterir.

Bu calisma gen anlatim diizeyini sayisal deger olarak hesaplamay1

amaclamamaktadir.
Arithmetic 1 y = -2.315x + 27.433
0.8 N R2=0.986 E = 2.704
07 f‘vﬁ N/ % 271‘\
§ 0.6 1 / 26 ()
g 05 25
§ 0.4 / / g 24
S 11/ £
2 03 3 23
s 171/ s
2 02 %; 22
3 01 / ° o AN
4 N N
0 2V S A 20 ™\
N \
-0.1 19 \I
-0.2 18 ;
2 4 6 8 101214 16 1820 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 0 1 2 3
Cycle Number Log Concentration

Sekil 1. Pozitif 6rnegin azalan 10 kat seyreltikleri ile elde edilen 1A, bagil is1ma degerleri ve 1B,
standart egri

6.6. mMRNA anlatimlarinin  sabitlik ve uygunluk acisindan
degerlendirilmesi

Amac ornekler arasinda ve degisik 1s1, besi yeri ve tuz ortamlarinda anlatimlari
en az degisen genleri bulmak oldugu i¢in deneylerde elde edilen CP degerleri
degiskenlik ve anlatim uyumluluklar1 acisindan incelenmistir.

Sonuglar elde edilen CP degerleri iizerinden iicretsiz bir program olan

BestKeeper ver. 1.0 (http://www.gene-quantification.de/bestkeeper.html) ve NCSS

(Number Cruncher Statistical Systems, Kaysville, Utah, USA) ararciligi ile
degerlendirilmistir [Pfaffl et al., 2004; Savli et al., 2003]. Gen anlatimlar1 arasindaki
uyum repeated pair-wise correlation ve regresyon analizlerine dayanarak

degerlendirilmistir.
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7. BULGULAR

7.1. Gercek zamanli PZR deneyi
Quantica cihazinin programi ile CP degerleri “First Derivate Maximum”

ayarinda degerlendirilmistir. Ayrisma 1silart uygun olan 6rneklerin CP degerleri esas

alinmistir (Sekil 2).

-dF/dT

80 82 84 86 88 90 92 94
Temperature

Sekil 2 . Cahisilan gen iiriinlerinin ayrigsma isilar1

Ayrica iirlinler agarose jelde yiiriitiilerek gozlemlenmis ve bdylece ayrisma

1silarinin dogrulugu gosterilmistir (Sekil 3).
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Sekil 3. Uriinlerin jel elektroforezde goriintiilenmesi. M, Gene Ruler (Fermentas); M1 — M4, 10
kat seyreltik pozitif kontrol gen iiriinleri; 1-8, HK gen iiriinleri.

7.2. P. aeruginosa PAO1 icin elde edilen CP degerlerinin istikrar
acisindan degerlendirilmesi

P. aeruginosa PAO1 i¢in elde edilen CP degerleri tabloda gosterilmistir.
Ayrisma 1s1s1 analizi uygun olan ve ¢ogalma olan orneklerin CP degerleri Tablo 4 de

gosterilmistir.

27



Tablo 4. P. aeruginosa PAO1 icin CP degerleri

Isi °C) Ortam* rpoB FabD rpoS rpoD proC rodA oprB x1 BestKeeper
37 BH (16) 17.45 21.18 19.11 18.17 20.69 19.90 19.23 20.50 19.49
37 BH (16) 17.45 2118 19.11 1817 20.69 19.90 19.23 20.50 19.49
37 BH (9) 2125 27.60 24.81 2868 3422 2148 2238 26.58 25.57
37 BH (9) 2125 2760 24.81 2868 3422 2148 2238 26.58 25.57
37 MH (9) 20.88 29.74 29.23 29.08 26.66 18.94 26.86 21.80 25.07
37 MH (9) 2151 28.30 29.72 29.36 26.64 18.94 26.80 21.88 25.09
37 MH (9) 20.72 2133 21.25 20.78 22.64 21.26 2095 21.26 21.27
37 MH (9) 20.72 2133 21.25 20.78 22.64 21.26 2095 21.26 21.27
37 TSB (9) 21.70 19.46 24.04 21.84 23.83 22.06 21.53 23.19 22.16
37 TSB (9) 21.70 1946 24.04 2184 23.83 22.06 21.53 23.19 22.16
42 BH (9) 26.73 25.84 27.19 30.68 26.51 18.17 31.88 31.90 22.82
42 BH (9) 3452 19.49 27.19 1920 34.19 19.91 23.31 33.71 20.41
42 BH (16) 22.00 2147 2515 21.09 2297 18.92 2543 26.59 27.00
42 BH (16) 18.62 20.40 17.81 18.12 22.62 18.67 21.87 26.59 25.66
42 MH (9) 16.35 19.83 1780 16.37 1792 19.29 19.33 18.11 20.02
42 MH (9) 18.30 1735 19.29 16.71 1792 18.81 19.76 18.11 15.47
42 MH (16) 19.33 20.06 2155 18.85 18.57 18.08 21.63 22.56 18.08
42 MH (16) 13.48 15.88 14.30 15.04 1822 1537 16.78 15.19 18.26
42 TSB (9) 2233 2351 2180 21.77 25.86 21.67 2256 22.00 21.90
42 TSB (9) 18.15 1759 1942 18.67 20.85 17.71 19.38 22.00 17.98
42 TSB (16) 21.06 20.24 23.84 20.35 21.55 1997 24.07 24.74 22.65
42 TSB (16) 17.23 18.17 18.11 17.84 19.28 17.41 17.72 18.15 19.17
37 Tuz (0.05) 7 1527 1729 167 1553 186 16.76 16.79 16.71 16.68
37 Tuz (0.1) 14.88 16.71 1495 1434 16.36 16.46 16.34 15.3 15.64
37 Tuz (0.2) 15.22 16.66 16.69 14.69 16.98 16.86 169 16.83 16.33
37 Tuz (0.4) 14.87 1596 14.88 13.87 15.76 15.14 149 14.32 14.95

* Ortam: Besi yeri (saat). BH, Brain heart broth; MH, Mueller-Hinton broth; TSB, Tryptic soy broth
TTuz: NaCl (g/L)
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Ilgili CP diizeyleri icin istatistik degerler Tablo 5 de gosterilmistir.

Tablo 5. P. aeruginosa PAO1 HK genlerinin CP degerleri icin istatistik analiz
sonuc¢lari

Faktér” rpoB fabD rpoS rpoD proC rodA oprB x1 BestKeeper

S 26 26 26 26 26 26 26 26 26
geo Ortalama [CP] 19.33 20.57 20.87 19.86 22.16 1899 20.86 21.41 20.48
ar Ortalama [CP] 19.73 20.91 21.31 20.40 22.70 19.10 21.17 2191 20.78

min [CP] 13.48 15.88 14.30 13.87 15.76 15.14 1490 1432 14.95
Maks [CP] 3452 29.74 29.72 30.68 3422 22.06 31.88 33.71 27.00
std dev [ CP] 3.07# 301 367 38 399 162 285 3.6 2.93

* Faktor: s: 6rnek sayisi; geo ortalama[CP]: geometrik ortalama; ar ortalama [CP]: aritmetik ortalama;

min [CP] ve maks [CP]: en diisiik ve en yiiksek degerler; SD [+ CP]: standart sapma

Istatistik degerler 8 HK gen arasinda anlatim degiskenlikleri acisindan (SD)
degerlendirildiginde rodA geninin en diisilk degiskenligi gosteren gen (1.62)
olduguna isaret ediyor. Bu rodA’nin tiim orneklerde yaklasik benzer salindigini ifade
ediyor. Ancak burada dikkat edilmesi gereken nokta bu genin CP degerinin 18.99 ile
en diisik oldugunu yani miktarinin fazla oldugudur. Miktar arttikca PZR daha
istikrarli ¢calismaktadir. Yani bir anlamda standart sapma gen miktari ile de iliskilidir.
HK genlerin kendi aralarinda anlatim agisindan korelasyon (baglasim degeri) Tablo

6 da Pearson correlation coefficient ( r ) lar ile irdelenmistir.
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Tablo 6. HK gen anlatim diizeylerinin Pearson correlation coefficient degerleri

Pearson correlation coefficient (1)

rpoB fabD rpoS rpoD proC rodA oprB

fabD 0.449 - - - - - -
p-value 0.021 - - - - - -
rpoS 0.787 0.798 - - - - -

p-value 0.001 0.001 - - - - -
rpoD 0.558 0.935 0.873 - - - -
p-value 0.003 0.001 0.001 - - - -
proC 0.769 0.742 0.771 0.781 - - -
p-value 0.001 0.000 0.001 0.001 - - -
rodA 0.531 0.510 0.571 0.521 0.622 - -
p-value 0.005 0.008 0.002 0.006 0.001 - -
oprB 0.716 0.764 0.888 0.845 0.622 0.419 -
p-value 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.033 -
x1 0.890 0.530 0.748 0.634 0.794 0.520 0.781
p-value 0.001 0.005 0.001 0.001 0.001 0.007 0.001

En yiiksek baglasim degerleri veren iki anlatim rpoD-FabD ve rpoB-x1
arasinda gozlenmistir.

Bestkeeper indeksi her 6rnek i¢in ayr1 olarak belirtilen denklem (Denklem 1)
ile hesaplanmaktadir. Bir anlamda tiim genlerin geometrik ortalamalaridir ve hayali

en iyidir.

Denklem 1. Bestkeeper indeksi (z, gen sayisi)

§{/CPxCP,xCP,
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Bu indekse karg1 gen salinim istikrarliligi denendiginde en uyumlu genlerin rpoS,

rpoD ve proC oldugu goriilmiistiir (Tablo 7).

Tablo 7. Gen CP degerlerinin “repeated pair-wise correlation” metodu ile Bestkeeper indeksine
kars1 kiyaslanmasi

BestKeeper indeksine karsi rpoB fabD rpoS rpoD proC rodA oprB x1

Korelasyon koef. [r] 0.828 0.843 0.943 0.909 0.892 0.659 0.891 0.864

7.3. Klinik kékenlerin HK gen anlatimlari

Klinik izolatlarin CP degerleri Tablo 8 de gosterilmistir.

Tablo 8. Klinik érneklerin CP degerleri

Ornekler*  rpoB FabD rpoS rpoD proC rodA oprB x1 BestKeeper

1 15.30 17.85 16.64 15.41 18.47 16.94 17.63 16.58 16.82
16.94 18.98 16.84 18.48 19.73 17.60 15.93 18.31 17.81
2 14.83 17.30 15.87 14.53 16.93 16.50 16.39 15.99 16.02
14.88 20.98 16.29 17.88 23.02 15.21 15.06 16.20 17.23
3 14.85 17.07 16.33 14.79 16.76 16.83 16.63 15.84 16.12
17.63 19.06 15.16 20.11 21.45 16.14 18.43 17.67 18.11

4 14.35 15.92 14.73 13.96 15.26 15.34 14.88 13.35 14.70

* 4 numaral1 6rnegin ikinci deneyi uygun ¢alismadigi icin eklenmedi.

Klinik izolatlarin CP degerleri HK genlerin istikrarli anlatimi agisindan
incelenmis ve sonuclarin Bestkeeper indeksi ile uyumluluklari regresyon analizi ile

Tablo 9 da gosterilmistir.
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Tablo 9. Klinik orneklerin HK gen anlatimlarinin Bestkeeper indeksi ile
uyumlulugu (regresyon analizi)

rpoB fabD rpoS rpoD proC rodA oprB x1

Korelasyon koef. [r] 0.84 080 044 092 084 036 0.51 0.94
p-value 0.017 0.032 0.325 0.003 0.017 0.429 0.238 0.002
HK’lerin uyum gticti [x-kez] 1.85 218 122 358 396 1.20 1.48 2.41

Burada x-kat1 giic HK genlerin Bestkeeper ile uyumlulugu agisindan giiciinii

gostermektedir. En giiclii genlerin proC ve rpoD oldugu goriilmiistiir.
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8. TARTISMA

P. aeruginosa insanlarda ciddi hastaliklara sebep olan Onemli bir bakteridir.
Ozellikle kistik fibrozlu hastalarda sik goriilen enfeksiyon etkenlerindendir [Mariani-
Kurkdjian and Bingen, 2003; Saiman and Siegel, 2004]. Piyosiyanin salgisi, biofilm
yapma yetene8i ve antibiyotik diren¢ mekanizmalari ciddi tedavi sorunlari
yaratmaktadir [Ciofu, 2003; Haussler, 2004; Lau et al., 2004]. P. aeruginosa
enfeksiyonlar1 agisindan ikinci ©nemli alan hastane enfeksiyonlaridir. Ozellikle
yogun bakim servislerinde iilkemizde de en Onemli enfeksiyon etkenlerindendir
[Erbay et al., 2003; Esen and Leblebicioglu, 2004]. P. aeruginosa cesitli igsel
mekanizmalarimi1 kullanarak [Chen et al., 1995; Masuda et al., 1999; Okamoto et al.,
2001] ya da direnc genleri alarak [Vahaboglu et al., 1995; Vahaboglu et al., 1997;
Danel et al., 1999; Docquier et al., 2001; Yong et al., 2003; Bahar et al., 2004 ]
direng gelistirebilmektedir.

Gerek hastalik patogenezinde yer alan mekanizmalarin gerek de igsel direng
mekanizmalarinin arastirilmasinda mRNA ekspresyonu calismalart onemli ipuclari
verecektir. Bu amaclarla yapilacak c¢alismalarda degisik ortamlarda anlatimi
degismeyen HK genlerin i¢ kontrol olarak kullanilmasi son derece 6nemlidir [Thellin
et al.,, 1999; Pfaftl et al., 2004]. mRNA anlatimlarin1 kiyaslayacagimiz iki 6rnegin
total mRNA miktarlar1 ile aranan gene ait mRNA miktarlarinin birlikte
degerlendirilmesi gerekir. Total mRNA miktar1 diisiik olan bir 6rnekte dogal olarak
oransallik kurulmazsa aranan genin mRNA miktar1 gercekte esit olsa bile diisiik
cikacaktir. Laboratuar kosullarinda Ozellikle bakterilerde mRNA dizisi polyA
uzantis1 tagimayabilecegi icin 6zgiin olarak mRNA izole etme sanst yok gibidir
[Majumdar and McFadden, 1984]. Yapilan sey total RNA izolasyonudur. Total RNA
icerisinde ne kadarinin mRNA oldugu o6nceden bilinemez. Yani sabit bir orani
yoktur. Iste total RNA icerisinde mRNA fraksiyonu hakkinda bize bilgi veren ve
sonuglarimizi diizeltme sansi saglayan deney kosullarinda degismeden salgilanan bir

baska gen olacaktir.

Bu amacla cesitli HK genler onerilmektedir. HK genler anlatimi kosullardan az
etkilendigi varsayilan hiicre i¢in olmazsa olmaz iiriinler kodlayan genlerdir. Biz bu
calismada P. aeruginosa icin kritik fonksiyonlar1 olan genleri sectik. Se¢cim yaparken

daha once bir ¢calismamizda kullandigimiz pyrroline-5-carboxylate reductase (proC),
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malonyl CoA:acyl carrier protein (ACP) transacylase (fabD), sigma factors RpoD
(rpoD) ve RpoS (rpoS) genlerini [Savli et al., 2003] ve ayrica dis zar proteini oprB,
“rod shape-determining protein” yapimindan sorumlu gen rodA, DNA-directed RNA
polymerase geni rpoB, ve dis membran proteini yapisinda fonksiyonu bilinmeyen
gen x1 calismaya alindi. Se¢im yaparken iki kistas 6nemsendi: 1) secilen genin hiicre
icin hayati derecede 6nemli olmast ve 2) daha Once yapilmis calismalarda yeterli

anlatiminin oldugunun bilinmesi [Wei et al., 2001].

PAO1 susu biitiin genom dizilimi ¢6ziimlenmis standart bir kokendir [Stover et
al., 2000]. Toplam 6.3 milyon bp ile dizi ¢oziimlemesi yapilmis en biiyiik bakteri
genomudur. Bircok calismada, Ozellikle antibiyotik diren¢ mekanizmalarin
hedefleyen calismalarda [Kohler et al., 1997] ve patojenisite arastirmalarinda bu
koken kullanilmaktadir [Chieda et al., 2005]. Bunun icin PAO1 susu ile elde edilen
bilgiler nemlidir.

Bu calismada denen 8 HK genin degisik 1s1, besi yeri ve tuz ortamlarinda
anlatimlar1 Ol¢iilmiis ve tim ortamlarda en az degiskenlik gosteren genler
saptanmaya calisilmistir. Bu sekiz gen arasinda rpoS, rpoD ve proC genleri en
istikrarlt genler olarak bulunmustur. Daha sonra farkli hastanelerden elde edilmis 4

klinik 6rnekte denendiginde rpoD ve proC en istikrarli genler olarak bulunmustur.

Savli ve arkadaslarinin yaptigi calismada porin-efflux sistemlerini olusturan
oprM, oprN ve oprD genlerinin bagil degerlerini calismay1 amaglayan arastirmalarda
kullanilmak iizere 5 HK gen istikrarli anlatim agisindan arastirilmistir (Savh et al.,
2003). Bu calismada proC ve rpoD en istikrarli genler olarak bulunmustur. Daha
sonra bir bagka calismada proC ve rpoD genleri i¢ kontrol olarak kullanilmis ve porin
efflux genleri ¢alisilmistir [Kolayli et al., 2004] ve bu ¢alisma da proC ve rpoD

genlerinin eszamanli ¢alisilmasinin uygun olacagini dogrulanmistir.
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9. SONUCLAR VE ONERILER

Gerek PAOl1 kokeni gerekse de klinik izolatlar cesitli 1s1 ve besi yeri
ortamlarinda sekiz HK genin istikrarli anlatimi acisindan incelenmistir. Bu ¢alisma
bize proC ve rpoD genlerinin tek tek ya da daha iyisi birlikte bagil nicelik
arastirmay1 hedefleyen calismalarda i¢c kontrol olarak kullanilabilecegine isaret

etmektedir.
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